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Miltenyi Biotech (Bergisch Gladbach, Germany)製のHigh Gradient Magnetic Separation Column type
LSにCD3 Microbeadsを充填して分離精製した。分離したCD3陽性T細胞の純度はFACS (fluorescence-
activated cell sorting system)分析(Beckton Dickenson, San Jose, CA)で95-99%であった。 T細胞か
らQIAamp RNA Blood Miniキット(Quiagen: Hilden, Germany)でRNAを分離し、そのcDNAはAmer-






由来のBcl-2 cDNAとCompetitorのPCR増幅には、 sense: 5'-CGA CGA CTT CTC CCG CCG CTA CCG
c_3-とantisense: 5'-CCG CAT GCT GGG GCC GTA CAG TTC C-3'のプライマー対を用いた(4　なお、
cDNA由来のBcl-2バンドは319-bpの、 competitor由来のバンドは450-bpの大きさになるようにプライマ
ーとcompetitorを設計した　PCR反応は20^1中に0. 5-3. 0m-IのcDNA溶液、それぞれ最終濃度が10yMの
ATP、 GTP、 CTP、 TTP、 1トtlのcompetitor、 0.2(j.Mのsenseおよびantisenseプライマー、 0.5UのEx
Taq DNA polymerase (TaKaRa、 Otsu)、 25mM-KCl、 ImM-MgC12を、 15mMトリス塩酸緩衝液(pH
8.5)を含む反応液で行った　PCRは94度3分間の変性処理の後、 94度30秒と72度1分間の反応を1サイ
クルとして40サイクルTaKaRaのThermal Cycler Personalで行った。 PCR産物は4 %アガロースによる










細胞からBcl-2 cDNA断片をPCRで増幅し、 PCR2. 1-TOPOベクター(TOPO-TA Cloningキット、 Invitr0-








にわけ第i, n, m領域と名付けた。加えたサンプル量を変化させて、 Bcl-2量を測定したところ、第I、




ぞれ2. 541, 0. 970, 0. 377であった。競合的PCRでは同じ試験管内でtargetとcompetitorが同一量だけ増
幅された場合に、はじめのPCR反応液中のtargetとcompetitorが同じ量あったとみなす。従って、この実
験では領域ⅡにIog T/C- 0がきた、 T/Cが0.97の0.145 copy/T細胞が正しい値であることが推定され
た。
この推定を確かめる目的で、精製された既知量のBcl-2とcompetitorを使ってモデル反応系で検討した
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